Electrostimulation method for cardiomyocyte life extension by Čermáková, Adéla
VYSOKÉ UČENÍ TECHNICKÉ V BRNĚ 
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY 
FAKULTA ELEKTROTECHNIKY A KOMUNIKAČNÍCH 
TECHNOLOGIÍ 
ÚSTAV BIOMEDICÍNSKÉHO INŽENÝRSTVÍ  
FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION 
DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING 
 
ELEKTROSTIMULAČNÍ METODA PRODLOUŽENÍ 
ŽIVOTA KARDIOMYOCYTŮ 
ELECTROSTIMULATION METHOD FOR CARDIOMYOCYTE LIFE EXTENSION 
BAKALÁŘSKÁ PRÁCE 
BACHELOR´S THESIS 
AUTOR PRÁCE   ADÉLA ČERMÁKOVÁ 
AUTHOR 
VEDOUCÍ PRÁCE  Ing. VRATISLAV ČMIEL 
SUPERVISOR 
 
 
 
 
BRNO 2012   
 
2 
 
 
 
 
 
 
 
3 
 
Abstrakt 
Tato práce se zabývá elektrostimulací kardiomyocytů a návrhem kompletního stimulačního 
zařízení pro jejich kultivaci a stimulaci. V úvodu se zabývá elektrofyziologií myocytů, 
následně potom problematikou elektrostimulace a zachování jejich původní morfologické i 
fyziologické struktury. V následující části je navrženo a sestrojeno stimulační zařízení, které 
má zlepšit viabilitu buněk. Stimulace probíhala za různých podmínek a míra úspěšnosti je 
dána počtem buněk, které přežily. 
 
 
 
Abstract 
This work deals with electrostimulation cardiomyocytes and design stimulation device for 
their cultivation and stimulation. First part of work deals with electrophysiological myocytes 
and the next problems with electrostimulation and preserved their original morphology and 
physiology structure. The following section is designed and constructed stimulation device to 
improve cell viability. Stimulation took place under different conditions and the success rate 
depends on the number of cells that survived. 
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1 Úvod 
Buněčné kultury jsou dnes již nepostradatelnou složkou ve výzkumu i ve výrobě. 
Kultivované buňky jsou často využívaným materiálem pro různé pokusy. Výhodou takto 
vypěstovaného materiálu je jeho homogenita, izolace od, někdy nežádoucího, prostředí 
organismu. Důležité je i jeho množství, které se dá poměrně snadno a rychle získat. Mizí 
problémy se zvířaty, ze kterých jsou vzorky často odebírány, co se týče člověka, není zde 
porušen žádný etický kodex a z jeho porušení možné problémy. 
Vyskytují se zde však problémy a omezení, s kterými se musí při použití takto 
vypěstěných buněk počítat. Tím, že nejsou v prostředí organismu, které je pro ně přirozené, 
může dojít ke změnám jejich struktury a funkce. Proto se musí uchovávat v umělém 
kultivačním médiu, avšak ani to, nedokáže simulovat přesné podmínky organismu. Stejně tak 
nedokážeme nahradit komunikaci mezi buňkami v tkáni, ze které materiál pochází. 
Kultivované buňky jsou obrovským přínosem, ale nelze jimi zcela nahradit pokusy na 
tkáních, orgánech, zvířatech ani lidech.  
Stejně tak jsou kardiomyocyty nepostradatelnou součástí výzkumu a proto je nutné, 
aby jejich vlastnosti zůstali nezměněné i po jejich izolaci ze srdce. Zde se však vyskytuje 
problém s jejich přežitím. Již během krátké doby, oproti ostatním myocytům, například 
z kosterního svalstva, dochází k změnám fyziologických i morfologických vlastností a jejich 
brzkému úhynu. Je nutné si uvědomit, že kardiomyocyty jsou buňky orgánu, který je zvyklý 
pracovat od prenatálního stádia až po dobu naší smrti. Proto se zde elektrostimulace zdá být 
vhodnou variantou. Má za úkol simulovat prostředí srdce, nahradit tak jeho převodní systém a 
dodávat podněty ke kontrakci. 
Tato práce se zabývá hlavně elektrostimulací kardiomyocytů, která by měla prodloužit 
jejich životnost. 
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2 Elektrofyziologie myocytu 
2.1 Základní pojmy 
Sval je motorický orgán živočichů, který je schopen přeměnit energii chemických 
vazeb v mechanickou práci. Ta se pak projeví jako stah – kontrakce svalu.  
Základní stavební jednotkou svalu jsou svalové buňky zvané myocyty, ty patří mezi 
skupinu buněk, které jsou excitabilní, to znamená, že jsou schopny generovat elektrické 
impulzy zvané akční napětí. Podnět k svalové aktivitě – kontrakci je přiváděn nervovým 
vláknem v podobě akčního potenciálu. Místo, kde nerv vstupuje do svalu, se nazývá 
nervosvalová ploténka. Ta představuje chemickou synapsi. Zde je mediátorem acetylcholin, 
který je uvolněn depolarizací vyvolanou akčním potenciálem z nervového vlákna Vnitřní 
prostředí živé buňky je ustálené na jiném elektrickém potenciálu než okolí buňky. Je-li buňka 
v klidu, mluvíme o klidovém membránovém napětí     pohybující se v rozmezí       
až     . Akční napětí vzniká v momentě, kdy membránové napětí dosáhne při 
depolarizaci určité prahové hodnoty, prahové napětí    . Průběh akčního napětí závisí na 
typu buňky a jeho trvání na funkci, kterou daná buňka plní (nervová, svalová).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pro šíření akčního potenciálu v buňkách (tkáni) platí, že vznikne nejdříve v podrážděné části, 
ze které se pak šíří dál a tím je pro sousední dosud nepodrážděnou buňku zdrojem 
nadprahového podráždění. [1],[2],[3] 
 
 
 
Obrázek 1:  Příklady průběhu akčního napětí[1] 
A - nervové vlákno, B - svalová buňka srdeční komory, C – buňka hladkého svalu 
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2.2 Popis dějů AN 
2.2.1 Klidové membránové napětí 
Elektrofyziologické děje myocytu lze vysvětlit na zjednodušeném modelu, kde buňku 
představuje pouze povrchová membrána a vodné roztoky intracelulárního a extracelulárního 
prostředí. Hlavními ionty, bez nichž by se kontrakce nemohla uskutečnit, jsou kationty 
            a aniont    . V intracelulární tekutině se ještě navíc uplatňují organické 
anionty. Obě vodná prostředí jsou z hlediska vedení proudu elektrolyty. Hodnotu 
membránového napětí získáme vypočítáním rozdílu mezi elektrickými potenciály 
intracelulárního a extracelulárního prostředí: 
 
          ,        (1.1) 
 
kde                     ,                                                     
a                                                     
 
Základem buněčné membrány je elektricky nevodivá tenká dvojvrstva tvořená 
z fosfolipidů. V této vrstvě jsou zabudovány makromolekuly proteinů, které mají funkci jako 
kanály nebo jako přenašeči. Jak kanály, tak i přenašeči mají za hlavní úkol transport iontů 
přes nevodivou fosfolipidovou membránu.  
Právě jeden z takových transportních systému je i sodíko-draslíková pumpa (     
pumpa), která má zásadní podíl na vytvoření buněčného membránového napětí. Tento systém 
vytěsňuje   -ionty z buňky výměnou za  -ionty z extracelulárního prostředí. Vzhledem 
k tomuto mechanismu je za určitý čas koncentrace obou iontů v intracelulárním a 
extracelulárním prostředí odlišná. Právě tyto koncentrační gradienty obou iontů vedou ke 
vzniku zdrojů elektrického napětí, které poskytují energii nutnou pro generování a šíření 
impulzů akčního napětí u excitabilních buněk. 
 Na/K pumpa v důsledku své činnosti ovlivňuje i koncentraci dalších iontů jako je 
   a     a její funkce je zcela závislá na stálém přísunu energie, která je dodávána ve formě 
ATP. Vzhledem k tomuto mechanismu vypadá poměr koncentrací iontů podle následujících 
nerovností 
 
            
        
      
   , 
            
         
       
        (1.2) 
 
Podle zákonů difuze mají ionty tendenci postupovat pomocí z míst o vyšší koncentraci 
do místa s nižší koncentrací. V tomto případě to znamená prostup iontů kanály skrze 
membránu. Přesunem náboje, se však naruší elektrická rovnováha mezi extracelulárním a 
intracelulárním prostředím a dojde k vytvoření elektrického pole. Nyní vytvořený elektrický 
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gradient v membráně působí proti koncentračnímu spádu. K ustálení dojde v momentě, kdy 
rozdíl potenciálů bude takový, že membránou protékající proud bude nulový. Tato hodnota 
rozdílu potenciálů je klidové membránové napětí    . 
 
K vytvoření a zaniknutí elektrického pole stačí velmi malý přenos iontů přes 
membránu, nedochází při něm ke změně koncentrace ani v jednom prostředí. Schopnost 
kanálů přenášet určité ionty přes membránu charakterizujeme vodivostí    v sérii se zdroji 
rovnovážného napětí   ., které je charakteristické pro určitý iont a je dáno Nernstovým 
vzorcem 
 
     
  
 
  
     
     
,       (1.3) 
 
 kde                                        ,              
                                             
                                                       
 
 Vzhledem k tomu, že dojde k rozložení opačných nábojů podél fosfolipidové dvojvrstvy, ta 
nyní odděluje dvě vodivá prostředí, lze si ji představit jako desky nabitého kondenzátoru. 
Spojením dílčích procesů transportů přes membránu vytvoříme náhradní schéma skutečné 
membrány, v něm  je membrána popsána jako kapacita C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 2: Elektrické náhradní schéma reálné membrány[1] 
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Součtem kapacitního    a iontového proudu    získáme celkový membránový proud    
z vnějšího zdroje 
          ,         (1.4) 
přičemž platí 
      
   
  
          (1.5) 
                  ,                   ,                     ,       
 
dále platí  
                      
                 ,                 
                                      (1.6) 
 
Pro klidové membránové napětí    platí, že velikost iontového proudu    = 0. S touto 
podmínkou po dosazení do vzorce (1.6) a nahrazením        dostáváme rovnici pro 
klidové membránové napětí     
      
                         
              
      (1.7) 
Membránové napětí se nejvíce blíží rovnovážnému napětí, kterému odpovídá největší 
vodivost. Pro klidové napětí je to vodivost   , i když je vzhledem k     posunuté přibližně o 
     směrem k pozitivním hodnotám, z důvodů vlivu i ostatních iontů.[1],[2],[3] 
2.2.2 Akční napětí  
Jak bylo uvedeno v předchozí kapitole klidové membránové napětí     má hodnotu 
přibližně jako hodnota rovnovážného napětí draslíku   . V momentě, kdy by se přechodně 
zvýšila vodivost některého ze zdrojů s opačnou polaritou -        , převýšila tak 
několikanásobně vodivost draslíku    , membránové napětí by změnilo svou polaritu a na 
membráně by se objevil napěťový impulz. A právě tímto způsobem vznikají impulzy akčního 
napětí při nadprahovém dráždění. 
U většiny buněk je vznik akčního napětí závislý na vzrůstu vodivosti sodíku    , ta se 
začne projevovat při depolarizaci již o        . V momentě, kdy podnět překročí tuto 
hranici, pokračuje depolarizace již spontánně vlivem pozitivní zpětné vazby. Účinkem 
depolarizace roste vodivost    , která dále prohlubuje depolarizaci, protože membránové 
napětí se přibližuje k rovnovážnému napětí sodíku    . Vzrůst vodivosti sodíku     během 
depolarizace je však jen přechodný a krátkodobý děj, který během několika milisekund 
samovolně poklesne. Je to způsobeno inaktivací sodíkového proudu    . Asi po     trvající 
depolarizaci se vodivost mění k normálu   >>    a zmizí i impulz akčního napětí.  
V momentě, kdy je k buňce přenesen akční impulz, dojde ke změně vodivosti kanálů a 
iontům je umožněno ve formě membránových proudů procházet skrz membránu. Ionty 
přechází z extracelulárního prostředí do intracelulárního a naopak. Hlavní membránové 
proudy tvořící odpověď na akční impulz jsou zobrazené na dalším obrázku. 
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Záporné membránové proudy mají tendenci membránu depolarizovat a kladné 
repolarizovat. Proudy znázorněné pod osou značí tok do buňky, proudy nad osou do 
extracelulárního prostředí.[1],[2] 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3 Průběh AP kardiomyocytů  
Kardiomyocyty jsou buňky tvořící srdeční sval, jejich délka se ohybuje v rozmezí 
         a tloušťka        . Jsou to buňky válcovitého tvaru s centrálně uloženým 
jádrem.  
Průběh akčního napětí v srdeční buňce je znázorněn na obrázku 1, označen písmenem 
B. Zvláštností je, že kontrakce kardiomyocytu trvá 200-300ms, což je 80-100 krát více, než u 
kosterního svalstva. Rychlý vznik depolarizace je způsoben rychlým vtokem sodných iontů 
do buňky, její dlouhý průběh je pak připisován iontům vápenatým. Samotná kontrakce uvnitř 
svalové buňky je způsobena právě ionty     , které se stávají hlavními nositeli signálu, 
mluvíme o kalcitové elektrogenezi. V momentě kdy dorazí akční potenciál k srdeční buňce, 
dojde k otevření napěťově řízených kanálů pro      na membráně. Tím dojde k proudění 
Obrázek 3: Hlavní složky membránových proudů [1] 
  -celkový membránový proud  
  - kapacitní proud 
   -sodíkový proud 
   -vápníkový proud 
  - draslíkový proud zpožděný 
   -draslíkový proud, přechodný proud (transient outward) 
   - draslíkový proud, aktivuje se bez zpoždění 
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vápenatým iontů z extracelulárního prostředí do buňky, dochází k zvyšování koncentrace 
     v cytosolu (tzv. zažehnutí) a následuje otevření sarkoplazmatického retikula, které 
slouží jako zásobárna vápenatých iontů. Ve chvíli, kdy je koncentrace dostatečně vysoká 
dojde ke kontrakci. Po proběhnutí kontrakce dojde opět k postupné repolarizaci a snížení 
přítomnosti iontů      v cytosolu. Koncentrace vápenatým iontů je řízena aktivním 
transportem do zásobáren      za spotřeby ATP a také odčerpáním zpět do extracelulárního 
prostředí. Při tomto transportu je také nutná účast Ca-ATPázy a uplatňuje se zde i výměnný 
transport          , ten je poháněn elektrochemickým gradientem. Současně, stejně tak 
jako u ostatních vzrušivých buněk, je repolarizace podpořená odtokem draselných iontů 
z buňky.[3], [11] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 4: Průběh akčního napětí v kardiomyocytu[1] 
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3 Elektrody používané v oblasti zdravotnictví a biologie 
Elektrody se obecně rozdělují do tří základních skupin:  
 
Elektrody 1. druhu jsou ponořeny do roztoku iontů svého druhu a dochází k přímé 
výměně iontů mezi elektrodou a roztokem. Mohou být kationtové (vodíková, stříbrná, 
měděná, zinková), aniontové (např. chlorová), amalgámové. 
Elektrody 2. druhu jsou tvořeny kovem pokrytým vrstvou jeho málo rozpustné soli 
(resp. hydroxidu), ponořeny do roztoku elektrolytu, který má s málo rozpustnou solí 
(hydroxidem) společný aniont (            , apod.). Dochází k přímé výměně iontů 
mezi elektrodou a elektrolytem, používají se jako elektrody referenční. 
Elektrody 3. druhu jsou z ušlechtilého kovu (např.         ), jsou ponořeny do 
roztoku obsahujícího oxidovanou i redukovanou formu dané látky a jsou v něm nerozpustné. 
Výměna nábojů je zprostředkována prostřednictvím elektronu. Jsou polarizovatelné a 
využívají se jako pracovní elektrody (měření vodivostí impedanční spektroskopie, 
polarografii, voltametrii/amperometrii) 
 
Základním předpokladem elektrod využívaných ve zdravotnictví a biologii je jejich 
naprostá nezávadnost, nesmí se vůči organismu chovat agresivně. Ve zdravotnictví a biologii 
používáme především elektrody snímací, které jsou rozděleny podle umístění na povrchové, 
podpovrchové a mikroelektrody. 
 
a) Povrchové elektrody 
Jsou určené pro snímání signálu z povrchu těla. Povrchové elektrody, využívané při 
EKG, EEG, EGG, jsou nejčastěji tvořeny elektrodou        , většinou ve formě destičky 
z čistého stříbra pokryté vrstvou jeho těžko rozpustné soli     . Právě tato vrstva umožňuje 
volný průchod iontů, zabraňuje rozpouštění elektrody a její polarizaci. 
Prvním druhem povrchových elektrod jsou suché elektrody neizolované. Ty jsou 
umístěné přímo na kůži, jejich výhodou je, že se nepoužívají vodivé pasty. Impedance je 
především odporová. Kapacitu zanedbáváme z důvodu velké tloušťky dielektrika (to je 
tvořeno rozhraním elektroda – stratum cornenum – epiderm). Půlčlánkový potenciál, který 
může vzniknout vytvořením vrstvy potu pod elektrodou, zanedbáváme. Z materiálů se 
využívá zlato, mosaz, nerezová ocel, vodivé polymery. 
Dalším druhem jsou suché elektrody izolované. Jedná se o kovové elektrody pokryté 
vrstvou dielektrika, kterou jsou přímo umístěny na kůži. Impedance je především kapacitní, 
jsou velmi citlivé na statickou elektřinu a používají se velmi zřídka. 
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b) Podpovrchové elektrody 
Mezi podpovrchové elektrody patří elektrody jehlové a implantabilní. Jehlové 
elektrody jsou určeny především pro EMG. Mohou být tvořeny z více druhů kovů, např. jehla 
s platinovým drátkem (průměr cca      ). Elektrolyt vytváří tělní tekutiny. 
Implantabilní elektrody jsou pak například kochleární. 
 
c) Mikroelektrody 
Jedná se o měření rozdílu potenciálů na buněčných membránách, proto jsou tyto 
elektrody umisťovány přímo do vnitřku buňky, z toho důvodu se musí brát v potaz velikost 
buňky a nesmí se porušit její funkce. 
Kovové mikroelektrody jsou tvořeny kovovým filmem napařeným na tenkém 
skleněném vlákně a opatřené povrchovou izolací. 
V případě mikropipet je styk získán pomocí elektrolytu, ve kterém je vnořena kovová 
elektroda. Spojení je tedy pomocí elektrolytu v pipetě. Elektrolyt v pipetě by se měl co 
nejvíce podobat intracelulárnímu prostředí buňky.[6],[7] 
 
Výše uvedené vlastnosti elektrod a jejich aplikace, významně ovlivňují reakci 
organismu na jejich přítomnost. Pokud jsou elektrody aplikované za účelem stimulace buněk, 
musí mít takové vlastnosti, aby jejich přítomnost splňovala pouze funkci stimulačního 
prostředku a jinak její průběh neovlivnila, například reakcí s kultivačním mediem. 
Pro krátkodobou stimulaci buněk jsou nejvíce využívány stříbrné elektrody. Ty jsou 
však vzhledem ke svým vlastnostem, během generování impulsů dochází k jejich oxidaci, pro 
dlouhodobou stimulaci méně vhodné. V případě dlouhodobé stimulace nachází velké 
uplatnění grafitové elektrody, které jsou šetrnější pro buňky i medium, ve kterém se nachází. 
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4 Elektrostimulační metoda  
Cílem této metody je zdokonalit a více zpřístupnit dlouhodobou kultivaci srdečních 
buněk s jejich co nejmenším poškozením a diferenciací. Jedná se o zachování morfologie i 
fyziologie tak, aby se co nejvíce přibližovala čerstvě izolovaným kardiomyocytům.  
Po celou dobu kultivace buněk jsou užívané impulsy obdélníkového tvaru s trváním 
5ms a frekvencí      . Napětí je následné zvýšené ze     DIV0 (DIV, day in vitro – dny 
inkubace) až na     DIV6. Tyto hodnoty byly stanoveny na základě prováděných pokusů, 
jejichž výsledkem mělo být zachování co nejvíce živých a kontrakce schopných myocytů. Při 
této stimulaci činila populace takových buněk až 75%. [4] 
4.1 Izolace myocytu z potkaního srdce a proces odumírání in vitro 
Existuje více způsobů pro usmrcení zvířete a následné izolace buněk potřebných 
k měření, ale všechny musí být v souladu s vyhláškou pro použití laboratorních zvířat, kterou 
vydala National Institutes of Health. 
V tomto případě je zvířatům-krysám podáno intraperitoneálně anestetikum 
pentobarbital sodný, 160mg/kg tělesné váhy a ihned potom 0,5-1ml citrátového roztoku, který 
brání vytvoření krevních sraženin. O 10 minut později dojde k usmrcení odejmutím hlavy. 
Vyjmuté srdce je následně propláchnuto 10ml studeného      roztoku (dále jen CFS -     -
free solution), který obsahuje (v mM)      134,         11,     4,       1,2,         
1,2, HEPES 10 (pH je ustáleno na 7,32). Poté bylo srdce retrográdně prokrveno CFS 
obohaceným    a 200   EGTA (4ml/min) po dobu 5 minut. Poté se perfuzní roztok změnil. 
CFS bylo obohaceno opět   , navíc ještě s kolagenem typu   (1mg/ml) po dobu 25 minut. 
Následně jsou srdeční komory odstraněny, rozsekány a umístěny do CFS s kyslíkem a 
kolagenem při teplotě 37°C, po dobu 2 minut. 
Po usazení je roztok odstraněn a opět dojde ke smíchání usazeného materiálu s 20-
25ml kyslíkem saturovaného CFS a v něm je inkubován stejně jako předtím. Celá procedura 
se opakuje znovu, avšak CFS je nahrazeno LCS (low      solution), který je složen z 50% 
CFS a 50% HCS (high      solution). Dále byl znovu odstraněn inkubační roztok, 
biologický materiál byl znovu umístěn do 20-25ml HCS saturovaného kyslíkem a proces 
inkubace znovu proběhl. Poté byly myocyty opatrně vyjmuty z tkáně jemným 
rozmělněním.[4] 
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4.2 Kultivace buněk 
 Izolované srdeční buňky (viz. kapitola 4.1) jsou umístěny do speciálně navržené 
nádoby tak, aby byly co nejlépe zachovány podmínky pro úspěšný průběh stimulace – teplota, 
homogenní prostředí, znemožněný přístup nežádoucích částic. Jedná se o nádobku na obrázku 
4 s těmito částmi:  
a) Dvě paralelní uhlíkové elektrody pro vytvoření stimulačního elektrického pole 
(zajišťují homogenitu stimulačního pole) 
b) Konektor, kterým je připojený generátor pulsů 
c) Víčko se silikonovým těsněním pro udržení stálých podmínek 
 
 
 
 
Po vložení buněk do takto upraveného inkubátoru je dalším krokem připravit vhodné médium 
pro kultivaci. V publikovaných experimentech Viera a jeho spolupracovníků byly buňky 
uchovavany na různých podkladech s různými přídavky. Po 6 dnech kultivace se buňky 
vhodné pro další měření vyskytovaly pouze na poly-L-lysinu bez media a ITS s ECM (ITS – 
inzulín, transferrin, selenium, ECM- extracelulární matrix). U ostatních vzorků (minimálně i u 
poly-L-lysinu) byly nalezeny nově vytvořené struktury, které porušovaly morfologii i funkci. 
Mohlo se jednat o vytvoření lamelopodií, ztráty tvaru (tzv. fried egg), či vytvoření zcela 
nových struktur jakými jsou například vezikuly, nebo vakuoly. Na poly-L-lysinu bylo >    
buněk bez lamelopodií a na ITS/ECM dokonce >42%. [4] 
 
 
 
Obrázek 5: Inkubátor pro elektrostimulaci kadriomyocytů[4] 
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Obrázek 6: Kultivace kardiomyocytů na (od shora): poly-L-lysin bez média, ITS/ECM, FCS a poly-L-
lysine (fried egg), DIV – počet dní od izolace[4] 
 
4.3 Vlastnosti myocytu 
Po nalezení nejvhodnějších kultivačních podmínek je nutné sledovat další vlastnosti 
myocytů, které vypovídají o jeho stavu.  
Vzhledem k tomu že se jedná o sval, je důležitým faktorem zachování příčně 
pruhované struktury. Neporušení kontraktilních filament a T-tubulů je důležité pro kontrakci. 
Pro zjištění, zda byla struktura zachována, se používá výpočet výkonového spektra. Jedná se o 
srovnání výkonového spektra buněk DIV0 a DIV6, které by v nejlepším případě mělo být 
stejné. Při kultivaci na ITS/ECM se při DIV6 toto výkonové spektrum posunulo k vyšším 
frekvencím a maximální hodnota výkonového píku klesla o     . V případě poly-L-lysinu 
bylo maximum nalezeno u stejných frekvencí, ale s výrazně nižší hodnotou, protože příčné 
pruhování v tomto případě často chybí. 
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Obrázek 7: Výkonová spektra karidiomyocytů[4]. 
 
Po zjištění výkonové spektra se zkoumá fyziologie buňky - závislost kontrakce na 
frekvenci dodávaného napětí a přechody      během stimulace. Jedním z používaných 
postupů je měření délky buňky a     . Buňky jsou stimulovány impulsy s parametry       
trvajícími    , celkové měření probíhalo     . Měřili jsme změnu délky kardioymyocytů 
opět na poly-L-lysinu a ITS/ECM. Z těchto výsledků bylo patrné, že nejlepší kontraktilní 
chování si zachovaly buňky na ITS/EMC. Poly-L-lysin nedosáhl tak dobrých výsledků 
pravděpodobně z důvodu jeho vzájemné reakce s buňkami. Právě měření tímto způsobem nás 
informuje o ukládání a uvolňování      v sarkoplazmatickém retikulu. Přechody      jsou 
pak sledovány za pomocí fluorescenční sondy. Z měření bylo zřejmé, že takto izolované a 
uchovávané buňky, nejvhodněji v ITS/EMC a vhodně stimulované, mohou být vhodný 
materiál k experimentům a výzkumu. [4] 
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5 Izolace buněk 
Dospělé kardiomyocyty, které byly využívány pro měření, byly získány z potkanů 
(250g). Izolace byla prováděna metodou enzymatické disociace. Explantovaná srdce byla 
kanylou přes aortu prokrvována silným roztokem Tyrodu (0,9 mmol/l      ) při konstantním 
průtoku (5 ml/min) peristaltickou pumpou po dobu 30 vteřin. Sdrce tedy bylo prokrveno Ca-
free Tyrod roztokem obohaceným kolagenázou (kolagenáza typu II, Sigma-Aldrich, 
Germany) a proteázou (proteáza typu XIV, Sigma-Aldrich, Germany). 
Poté bylo srdce odděleno od kanyly, komory odděleny od zbytku srdce a následně 
rozděleny na malé fragmenty. Fragmenty byly opět vloženy do roztoku Tyrod-kolagenázy a 
opatrně promíchány. Po 30 vteřinách bylo medium nahrazeno standardním Tyrod-roztokem 
(0,09 mmol/l      ) a znovu došlo k promíchání trvající 10 sekund. Buňky usazené na dně – 
sediment (více než 50% tyčinkovitých buněk), byly vyfiltrované a vložené do roztoku silného 
Tyrodu (0,9 mmol/l      ).  
Tyrodův roztok je roztok téměř izotonický s  intersticiální tekutinou, používá se 
zejména při fyziologických pokusech a při experimentech s  tkáňovými kulturami. Obvykle 
obsahuje     ,    ,      ,      ,        ,       ,         a jeho pH je    . 
V případě požadavků na jiné vlastnosti lze přidat fosfáty, sírany, nebo více draselné soli. [8] 
Po izolaci jsou tedy buňky uchovány v Tyrod-roztoku. V tomto roztoku jsou 
přepravovány na místa určení pro pokusy. Právě již během izolace a přepravy dochází 
k postupnému zhoršování jejich fyziologického stavu a k umírání. Jak je uvedeno výše, jedná 
se až o       Z tohoto důvodu je nutné stimulovat buňky co nejdříve po jejich vyjmutí 
z tkáně. Pro představu o množství uhynulých buněk slouží obrázek 9 a obrázek 10. Jak bylo 
uvedeno v předchozí kapitole, buňky kruhového tvaru (tzv. fried egg) jsou buňky mrtvé, 
buňky tyčinkovitého tvaru, jako na obrázku 8, jsou většinou živé. 
Pro naše účely byly k dispozici kardiomyocyty každou středu v poledne. 
 
Obrázek 8: Kardiomyocyt 
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Obrázek 9: Kardiomyocyty po dodání do laboratoře 
 
 
Obrázek 10: Kardiomyocyty po dodání do laboratoře v místě s větší koncentrací 
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6 Elektrostimulační proces 
Především na základě článku A primary culture system for sustained expression of a 
calcium sensor in preserved adult rat ventricular myocytes (Viero 2004) a publikace 
Continual electric field stimulation preserves contractile function of adult ventricular 
myocytes in primary kultur (Berger 1994) a následné rešerše (shrnuto v kapitole 4), bylo 
navrhnuto a sestrojeno stimulační zařízení a následně testována jeho účinnost. Kultivace 
buněk s aplikací elektrostimulace je proces, ve kterém jsou buňky umístěny do laboratorní 
misky (dále jen misky) s příslušným mediem, podrobeny stimulaci a poté  pozorovány 
mikroskopem. Hlavním účelem tohoto procesu je prodloužit životnost kardiomyocytů a 
ukázat, že elektrostimulace je cesta, která je vhodnou variantou pro zlepšení kultivačních 
podmínek. [4] 
6.1 Elektrostimulační zařízení  
Umístění buněk během stimulace vychází z  návrhu nádoby, která se nachází na 
obrázku 5, je však pozměněná podle možností pracoviště na UBMI. Elektrodový systém 
tvořený vždy 2 rovnoběžnými elektrodami byl umístěn kolmo ke dnu podél stěn nádoby, nebo 
rovnoběžně se dnem nádoby. Vzhledem k tomu, že elektrody nebyly pevně přidělané ke dnu 
nebo ke stěnám nádoby, bylo nutné zajistit jejich stabilitu, aby nedošlo k jejich dotyku a tím 
ke zkratu. Tuto stabilitu zajistil malý kvádr polystyrénu, skrz který byly vedeny elektrody a 
tím drženy od sebe Elektrické impulsy o proudové hustotě v rozsahu             byly 
přiváděny vodiči k elektrodám. Jednalo se o impulsy se stejnou nebo opačnou polaritou. 
Impulsy s opačnou polaritou by měli být podle předpokladů vhodnější, protože nedochází 
k nahromadění kationtů/aniontů k anodě/katodě. Dále nedochází k elektrolytickému 
 uvolňování plynů v jednom místě kultivační jamky nebo vysrážení chemických 
komponent poblíž jedné z elektrod a tím pádem je toxicita elektrostimulace značně nižší. 
V neposlední řadě je výhodou impulsů se střídavou polaritou i menší opotřebení elektrod. 
[10], [12], [13] 
Pro stimulaci byly využity dva druhy elektrod stříbrné a grafitové. Stříbrné elektrody 
měly kruhový průřez o průměru    , během stimulace byly umístěny na dno stimulační 
nádobky. Grafitové elektrody, pro stimulaci vhodnější, měly také kruhový průřez, průměr 
činil    . Jejich umístění bylo rovnoběžné se stěnami stimulační misky. Vzhledem 
k náročnosti výroby takto malých grafitových elektrod, byly pro stimulaci využity klasické 
tuhy o požadovaném průměru. 
Impulsy přiváděné na buňky byly generovány generátorem proudových impulsů, nebo 
softwarem LabView. Oba uvedené způsoby generace impulsů umožňují dlouhodobou 
stimulaci. 2 generátory proudových impulsů jsou součástí vybavení UBMI (obrázek 24, 
příloha A) s možností nastavení amplitudy, frekvence i šířky impulsu. Tyto generátory je 
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schopné vytvářet impulsy pouze se stejnou polaritou, ty jsou pak vedeny příslušnými vodiči 
k elektrodám. Celkové zapojení elektrostimualčního zařízení je na následujících obrázcích. 
 
Obrázek 11: Blokové schéma zapojení stimulačního zařízení s generátorem impulsů 
 
 
Obrázek 12: Blokové schéma zapojení stimulačního zařízení s užitím generátoru v LabView 
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V prostředí LabView byl vytvořen generátor impulsů blokem Simulate Arbitrary signal, ve 
kterém lze přesně zadat parametry impulsu jako je jeho frekvence, amplituda nebo doba jeho 
trvání a jeho polarita. Výhodou je zde možnost uložení důležitých průběhů impulsů, které 
potom nemusí uživatel znovu tvořit, ale pouze je načte z již vytvořeného souboru. 
 
 
 
V případě LabView jsou impulsy generovány za pomoci měřící karty. Zde bylo nutné 
vytvořit převodník napětí-proud, protože karta, která byla pro měření k dispozici, byla 
napěťová. Převodník byl realizován na nepájivém poli, autorem návrhu je doc. Chmelař. 
 
Obrázek 14: Převodník napětí-proud 
Obrázek 13: Block Diagram generátoru impulsů v LabView 
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6.2 Kultivace a stimulace buněk 
Část buněk byla umístěna do inkubátoru o teplotě 37°C, vycházíme z hodnoty blízké 
k teplotě jádru těla, ve kterém se buňky běžně nachází. Další část buněk je pak uložena do 
lednice s teplotou 4°C. K buňkám v teple i chladu jsou přiváděny obdélníkové impulsy o 
daných parametrech po dobu 18-24 hodin. Buňky jsou pro svůj pobyt v kultivačních 
podmínkách umístěny v Tyrod-roztoku, který je obohacen o antibiotika. Celkový objem 
v každé  baňce je tvořen       buněk,        Tyrod-roztoku a      antibiotik.       buněk 
je hodnota objemu odebraného roztoku, ve kterém se buňky nachází. I přes snahu nabírat 
buňky v místech s nejvíce podobnou koncentrací, dochází zde k vytváření rozdílů mezi 
množstvím buněk v každé stimulované misce. Antibiotika, v tomto případě vždy Penicilin 
streptomycin, jsou zde z důvodu eliminace případné nákazy a tak zbytečného ohrožení života 
buněk. Množství antibiotik se určuje z objemu media včetně stimulovaných buněk, jejich 
množství je stanoveno na 2% z objemu, do kterého se mají dodat. 
Vzhledem k tomu, že se jedná o manipulaci s biologickým materiálem, je důležité 
dodržet podmínky čistoty prostředí, aby nedošlo ke kontaminaci nebo k jinému poškození. 
Manipulace s buňkami probíhala vždy v co nejvyšší čistotě, nejlepší by pro tyto úkony bylo 
zcela sterilní prostředí. Při aplikaci buněk do stimulační nádoby byly užívány rukavice, 
sterilní špičky a čisté vybavení, aby se snížila pravděpodobnost jakéhokoli znečištění a tím i 
změna nebo znehodnocení výsledků. Vzhledem k vybavenosti UBMI byla veškerá 
manipulace s buňkami prováděna v laminárním boxu s vertikálním prouděním (obrázek 25, 
příloha A). Ten je vhodný pro manipulaci s tkáňovými kulturami, pro přípravu medií apod. 
V něm probíhalo i sušení elektrod po dezinfekci 70% etanolem. Elektrody musí být po 
vydezinfikování vysušeny, aby se odpařil etanol, který je pro buňky jedovatý a došlo by 
k jejich zbytečnému úhynu.  
Samotná stimulace probíhala na dvou místech současně – lednice (4°C) a inkubátor 
(37°C). V každém prostředí byl společně se stimulovanými buňkami kultivován další 
srovnávací vzorek, který stimulován nebyl. Tento postup je důležitý pro přímé posouzení, zda 
má elektrostimulace vliv na životnost buněk nebo ne. Po proběhnutí určitého časového úseku 
kdy probíhala stimulace jedné misky a v misce druhé ne, lze vidět pod mikroskopem 
morfologické změny u obou vzorků, přičemž jsou dodrženy naprosto stejné podmínky pouze 
s výjimkou stimulace.  
Při určování parametrů pro stimulaci je nutné dodržet takové hodnoty, které jsou pro 
stimulaci vhodné. Stejnosměrný přerušovaný proud má obdobné stimulační účinky jako proud 
střídavý. Parametry použitého proudu pro stimulaci jsou určené z vlastností reakce organismu 
na elektrický proud, ty musí být takové, aby docházelo ke stimulaci a ne v případě myocytů k 
tetanii, nebo v tomto případě k nežádoucímu ohřevu. [4],[12],[13] 
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K buňkám určeným pro stimulaci byly přiváděny obdélníkové impulsy o frekvenci 
    (tepová frekvence), šířce     a proudové hustotě            . Tvary impulsů jsou 
uvedeny na obrázku 15.  
 
 
 
Obrázek 15: Ukázka tvaru stimulačních impulzů se stejnou a opačnou polaritou 
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6.3 Test životnosti 
Jak bylo uvedeno dříve, smrt buněk je provázena řadou patologických změn. Mezi 
hlavní změny, na které je zaměřena pozornost, patří morfologie, délka sarkomery, hustota T-
tubulů, kontraktilita a elektrofyziologie. Všechny tyto změny probíhají od počátku izolace, ale 
jejich projev je zaznamenán v různých časech. Jako první změna přichází neschopnost buňky 
udržet si ani spodní hodnotu hladiny vápníku. První morfologickou změnou je zkrácení 
buňky, to nastává v rozmezí 1-6 dní od izolace, to je následováno zakulacením buňky (tzv. 
fried egg). Při takové změně tvaru dochází k nekróze. T-tubuly jsou uchované v původním 
stavu ještě dva dny po izolaci. Elektrofyziologické změny, mluvíme hlavně o změnách 
v reakci na vnucený proudový nebo napěťový impuls, procházejí postupnou adaptací na nové 
prostředí a po 3-5 dnech se stabilizují. 
V případě měření této práce se jednalo pouze o krátkodobou stimulaci (18-24hodin), 
proto lze určit životnost kardiomyocytů s poměrně velkou přesností z jejich tvaru. Jak bylo 
zmíněno dříve, kardiomyocyty živé si zachovávají svůj původní tyčinkovitý tvar, oproti tomu 
buňky mrtvé mají tvar kulatý. Proto lze úspěšnost stimulace určit pouhým pohledem do 
mikroskopu. Avšak pro přesnější určení zda buňka přežila nebo ne, se využívá fluorescence.  
Po proběhnutí stimulačního procesu byly buňky vyjmuty z kultivačních podmínek a 
následně obarveny fluorescenčním barvivem. Pro tyto účely byl vybrán Calcein, ten je 
využíván pro testování životaschopnosti buněk. Po vniknutí Calceinu do buňky se po 
acetoxymehyl esterové hydrolýze přemění na silně fluorescenční barvivo, které svítí zelenou 
barvou. Jenom živé buňky mají dostatek aktivních esteráz, pro přeměnu Calceinu na 
fluorescenční formu, proto mrtvé buňky nebudou svítit.  
Samotné barvení by mělo trvat 20-30 minut v prostředí s minimálním přístupem 
denního světla. Během pokusů bylo zjištěno, že při pokojové teplotě tento proces trvá až 1 
hodinu, proto byl vzorek s barvivem (poměr 1:1000) umístěn do inkubátoru o teplotě 37°C. 
Právě při teplotě 37°C, nejlépe probíhá výše zmíněná enzymatická reakce. Při poměru 1:1000 
byl     barviva smíchán s     roztoku, ve kterém byly buňky. Po obarvení byly buňky 
umístěny pod mikroskop, kde jsou zhotoveny snímky za pomoci fotoaparátu. Tyto snímky 
následně slouží jako další materiál pro vyhodnocení. [5],[9] 
V případě příliš vysoké hustoty buněk a tím způsobenou nepřehlednost při pozorování, bylo 
nutné promytí. Tento postup spočívá v odsátí přebytečného media, v němž jsou obarvené 
buňky, a následném doplnění media čerstvého. Pozor – buňky musí být při odsávání usazené 
na dně nádobky. Samozřejmě, i přes usazení a opatrnost dojde k odsání několika buněk.  
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Obrázek 16: Ukázka snímku kardiomyocytů při fluorescenci 
 Omezení při použití Calceinu, spočívá v jeho poměrně vysoké aktivitě na pozadí po 
určité době po nabarvení (45 minut). Při dlouhodobějším pozorování barvených buněk nebylo 
pozadí již zcela černé, ale Calcein mimo buňky začal svítit zeleně. Tato aktivita pozadí se 
částečně sníží v případě promytí buněk a dodání čerstvého, neobarveného media. I přesto tím 
vznikají komplikace nejen při pořizování snímků, ale i při jejich následném vyhodnocení 
pomocí programu vytvořeném v prostředí Matlab. Z toho důvodů byla životnost buněk 
vyhodnocována zejména z nativních snímků klasickým počítáním. I tento způsob je dodnes 
využíván v praxi. 
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7 Vyhodnocení obrazu 
7.1 Software a program pro analýzu obrazu 
Pro vyhodnocení téměř jakéhokoliv měření, kde je získána obrazová informace, je 
důležité i její zpracování. Pro tento účel jsou vytvářeny specializované programy, které mají 
za úkol nejen správně vyhodnotit výsledky měření, ale zároveň musí eliminovat ztrátu 
informací při úpravách, kterými obraz prochází. 
Pro zpracování obrazů získané z měření této práce byl vytvořen, v prostředí 
MATLAB, program s názvem Zpracovani_obrazu.m, který je určen pro stanovení počtu 
živých/mrtvých buněk. Program vyhodnocuje pouze snímky buněk, na kterých je použito 
pouze jedno barvivo. Byl tak vytvořen pro účely této práce, kde dvě barviva nebylo nutné 
využívat.  
 
Zpracování obrazu je realizováno v postupných krocích, které jsou popsány na 
následujících stránkách. Pro jednoduché ovládání celé aplikace je program vytvořen 
v uživatelském prostředí GUI. To poskytuje dostatečnou přehlednost a funkčnost. 
Při spuštění Zpracovani_obrazu má uživatel k dispozici 3 prvky typu Axes, které 
slouží pro zobrazení zpracovávaných obrazových dat, tlačítka, které jsou popsány svojí funkcí 
a textová pole pro zobrazení výsledku. 
 
Načtení obrazu - je možno načíst soubory JPEG, ze všech míst v počítači pomocí 
příkazu uigelfile a imread. Pro úplnost informace se po zobrazení vybraného snímku objeví 
v levém horním rohu jméno a umístění souboru. 
 
Obrázek 17: Načtený snímek 
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Po načtení obrazu následuje převod načteného obrazu na obraz binární, k tomu slouží 
funkce im2bw. Pokud není načtený obraz v odstínech šedi, im2bw je nejprve převede na obraz 
šedotónový a následně na binární. Při této úpravě si volí uživatel hodnotu prahu [0,1], podle 
které bude obraz převeden. K tomu slouží uicontrol typu Slider, při jehož posouvání se mění 
hodnota prahu a stejně tak i prahovaný obraz. Uživatel ihned vidí změnu obrazu a tak lépe 
stanoví požadovanou hodnotu. 
 
 
 
Obrázek 18: Ukázka změny hodnoty prahu 
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Další krok, který následuje po prahování, slouží pro nalezení hranic, podle kterých se 
určí tvar buňky. Pro hledání a určení hranic slouží příkaz bwboundaries.  
 
 
Obrázek 19: Vyznačení hranic 
 
Takto vyznačení hranice slouží k vyhodnocení počtu živých a mrtvých buněk. Eccentricita 
vyznačených objektů je rozhodující vlastnost sloužící pro určení živá-mrtvá buňka. 
Eccentricita nabývá hodnot [0,1], 0 = kruh, 1=elipsa. I zde se určuje práh, ten je stanoven 
v základním nastavení na hodnotu 0,8. V případě překročení prahu, tzn. 0,8 a více, je buňka 
vyhodnocena jako živá. V opačném případě se jedná o mrtvou buňku. Počet buněk se zobrazí 
v příslušném textovém poli. Malé objekty jsou eliminovány a tak neovlivňují výsledek.  
Software byl vytvořen za účelem vyhodnocení snímků z měření této práce. Vzhledem 
k možnostem dostupné techniky na UBMI, byl často nedostačující. Snímky byly pořizovány 
na běžném fluorescenčním mikroskopu, který má však nedostatečný filtr. Stejně tak je 
klasický mikroskop omezen zorným polem a nehomogenním osvětlením. Právě nehomogenní 
osvětlení a omezené zorné pole jsou limitující faktory pro pořízení snímků kvalitních.  
Vhodným řešením pro tuto metodu by bylo snímání konfokálním mikroskopem. Ten je 
schopen po částech rovnoměrně nasnímat celou nádobku, v které se nacházejí buňky. Snímky 
takto získané by pro počítačové zpracování byly vhodnější. 
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7.2 Ruční vyhodnocení 
Vzhledem k výše uvedeným zjištěním, které omezují počítačové zpracování, byla 
všechna měření vedena tak, aby bylo možné snímky vyhodnotit počítáním buněk. Tento 
způsob se využívá i dnes.  
Jedná se o procentuální vyjádření počtu živých buněk po kultivačním a stimulačním 
procesu. Pro takový způsob vyhodnocení bylo nutné zajistit, aby se pole buněk, z nichž bylo 
počítáno, nelišila o velký počet buněk. Oblasti pro měření většinou obsahovaly         
buněk, vždy při stejném zvětšení. Bylo počítáno ze snímků podobných jako na obrázku 20.  
 
Obrázek 20:Snímek vhodný pro vyhodnocení 
 
Pro průkaznost metody se tyto čísla mohou zdát malá, je nutné však připomenout, že 
porovnáváme životnost buněk v naprosto stejných podmínkách, pouze s výjimkou stimulace. 
Výsledky a jejich vyhodnocení jsou uvedeny v následující kapitole. 
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8 Výsledky měření 
Všechna měření probíhala podle postupu uvedeného v předchozích kapitolách. 
Veškeré výsledky byly zaznamenány formou fotografie, statistické zpracování je uvedeno 
v tabulce 1. 
8.1 Zpracování výsledků 
Tabulka je rozdělena do sekcí, z nichž každá představuje jedno měření se specifickými 
podmínkami. Parametry měření, které byly pro všechny měření stejné, jsou frekvence    , 
proudová hustota          a šířka impulsu    . 
Tabulka 1:Výsledky měření 
 
 
Měření číslo 1:  Jednalo se o první pokus elektrostimulace buněk 
 Stimulace byla prováděna stříbrnými elektrodami. Ty jsou pro stimulaci buněk velmi 
často používány, jedná se však o stimulaci krátkodobou (30 minut). Při stimulaci čítající 
několik hodin byly elektrody postupně oxidovány a u většiny buněk došlo k úmrtí. 
V kultivační nádobce vznikl shluk patologicky pozměněných buněk. Z toho důvodu nemohlo 
být měření vyhodnoceno číselně. 
 
Měření číslo 2-7: 
 V těchto případech byly buňky stimulovány grafitovými elektrodami. Ty jsou pro 
dlouhodobou stimulaci vhodnější nejen vzhledem ke stálým vlastnostem, ale také se lépe 
snáší s biologickým materiálem. Zaměřili jsme se zejména na tyto podmínky stimulace, které 
vzhledem k rozsahu a povaze práce, ty jsou pro posouzení udržení viability dostatečně 
prokazatelné. 
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Při porovnání výsledků všech kontrolních a stimulovaných vzorků za těchto podmínek, 
teplota 4°C a 37°C, impulsy stejné polarity v rozmezí 18-24 hodin, je zde patrný pokles 
úmrtnosti buněk. V průměru ze všech měření se jedná o 10%.  
Měření číslo 8: 
 Při tomto měření byly použity impulsy s opačnou polaritou, ty by měli být pro 
stimulaci nejvhodnější. Vzhledem k vyšším nárokům pro realizaci toho pokusu, bylo měření 
provedeno pouze jednou, při teplotě 37°C. Z toho důvodu výsledek nelze považovat za zcela 
průkazný a pro jeho potvrzení by bylo nutné měření ještě několikrát opakovat. 
Takto provedená stimulace pro udržení viability se podle získaných hodnot jeví jako nejlepší. 
Více jak třetina buněk byla vyhodnocena jako živá. Pokud by se tato hodnota, nebo hodnota 
této blízká, potvrdila i při dalších měřeních, určilo by to zcela jasný směr, kterým by se měla 
elektrostimulace buněk ubírat.  
8.2 Diskuze 
 Výsledky, kterých bylo dosaženo, jsou pro lepší názornost zobrazeny graficky. Grafy 
zobrazují procentuální vyjádření počtu žijících buněk. Počet vyjadřujeme procenty, ty slouží 
lépe pro vytvoření představy, o jaké rozdíly se jedná. Grafy vycházejí z hodnot uvedených 
v tabulce 1.  
Obrázek 21 a obrázek 22 jsou grafickým srovnáním mezi stimulovanými a nestimulovanými 
buňkami. Podmínky kultivace byly pro oba vzorky stejné – teplota, trvání kultivace, medium, 
atd.  
 
Obrázek 21: Srovnání stimulovaných a nestimulovaných buněk ve 4°C 
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Obrázek 22: Srovnání stimulovaných a nestimulovaných buněk ve 37°C 
 Zobrazený nárůst živých buněk je poměrně znatelný ve všech měřeních. Výsledky 
mohou vyvolat dojem, že se jedná v průměru o 5-10%, ale v případě buněčných kultur, které 
čítají stovky buněk, je to znatelný rozdíl. 
 Úspěšnost elektrostimulace je samozřejmě ovlivněna i prostředím, v kterém probíhá. 
V případě srovnání, zda je pro stimulaci lepší teplota 4°C nebo 37°C (teplota, která je blízká 
teplotě těla, tzn. přirozeného prostředí buňky), vyšla jako vhodnější teplota 4°C. V případě 
nižších teplot zřejmě dochází k snížení rychlosti degenerativních změn a jiných procesů, které 
jsou ovlivněné teplotou. Srovnání výsledků stimulací za teploty 4°C a 37°C je v grafu 3. 
 
Obrázek 23:Porovnání stimulací v závislosti na teplotě 
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Výsledky měření jsou velmi pozitivní, ale práce tohoto zaměření a rozsahu je zatížená 
řadou chyb, mezi ně patří omezení dostupné techniky. Hlavní problém však spočívá ve 
vyhodnocovací části. Zde je jako jediná podmínka stanovení živých a mrtvých buněk jejich 
tvar. Všechny buňky, které mají zachovaný tvar, nejsou živé. V určité části z nich probíhají 
změny, které na tvar zatím nemají vliv. Takové buňky by bylo možné detekovat na základě 
změn hustoty T-tubulů. Další patogenní stavy je možno stanovit na základě proudových dějů 
na membráně. Posuzováním viability na základě více podmínek, by došlo k zpřesnění určení 
počtu živých buněk. Vzniklá chyba by neměla být však tak velká, aby zásadně změnila 
naměřené výsledky.  
V případě potřeby zvýšení efektivnosti měření a umožnění širšího náhledu na 
problematiku by bylo vhodné vytvořit zařízení pro paralelní stimulaci více laboratorních 
misek najednou, každou však s jinými parametry impulsů. Za prozkoumání by jistě stál i vliv 
různých medií, v kterých kultivace/stimulace probíhá. Některé podklady by mohly mít vliv na 
zpomalení, nebo zrychlení patologických změn. Pokud by došlo k tomuto nebo obdobnému 
rozšíření testování, bylo by nutné automatizovat vyhodnocení výsledků, to je však nad rámec 
této práce. 
 
Stimulace dlouhá 48 hodin nebyla nikdy aplikována. Kratší měření bylo zvoleno po domluvě 
s vedoucím práce. Měření v menším časovém intervalu bylo shledáno jako dostatečné pro 
prokazatelnost tématu práce a vzhledem k časové náročnosti měření. 
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9 Závěr  
  Cílem této práce bylo vytvořit stimulační zařízení, které by bylo možné aplikovat pro 
buněčnou stimulaci za účelem prodloužení života buněk. Metoda elektrostimulace byla 
několikrát vyzkoušena, přesto stále patří mezi experimentální.  
 V úvodní části práce došlo k seznámení s elektrofyziologií  myocytů a s ději, které 
jsou příčinou jejich kontrakce a relaxace na molekulární a buněčné úrovni. Následuje 
kapitola, která vznikla na základě článku o elektrostimulaci a uvádí základní poznatky, které 
jsou důležité pro stanovení stimulačních podmínek.  
 Praktická část se zaobírá sestrojením stimulačního zařízení. Jeho hlavními částmi jsou 
generátor impulsů, který je realizovaný pomocí softwaru vytvořeném v LabView a nebo 
přímo generátorem impulsů. Z něj jsou vedeny impulsy o daných parametrech vodiči 
k elektrodám, které stimulují buňky v laboratorní misce. Buňky jsou umístěny v Tyrodově 
roztoku, který je obohacen o antibiotika z důvodu eliminace nákazy buněk. Stimulace 
probíhala ve dvou prostředích s různou teplotou. Společně s těmito buňkami byly kultivovány 
kontrolní vzorky sloužící pro stanovení rozdílu mezi stimulovanými a nestimulovanými 
buňkami. 
 Vyhodnocení probíhalo pomocí fluorescence a následného zpracování obrazu 
v programu vytvořeném pro tyto účely v prostředí MATLAB, nebo počítáním buněk 
z nativního snímku. 
 Celková úspěšnost metody je pak stanovena procentuálním vyjádřením počtu živých 
buněk. K poklesu úmrtnosti buněk došlo vždy, když byly buňky stimulovány, ať v prostředí 
inkubátoru (37°C) nebo v lednici (4°C). Na obrázku 21 a 22 jsou grafy srovnávající hodnoty 
získané po kultivaci, na kterých jsou dobře znázorněné rozdíly mezi počtem živých buněk po 
elektrostimulaci a běžné kultivaci. Nejlepších výsledků bylo dosaženo při stimulaci 
v prostředí o teplotě 4°C. 
  Z dosažených výsledků měření vyplývá, že práce splnila svůj účel a elektrostimulace 
se jeví jako dobrá volba pro udržení viability izolovaných buněk. V budoucnu by měl tento 
projekt na VUT pokračovat dalším detailnějším testováním parametrů stimulace a 
kultivačních medií a je velmi pravděpodobné, že tak bude možné viabilitu dlouhodobě 
kultivovaných myocytů ještě zlepšit. 
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Seznam zkratek 
 
DIV  Day In Vitro, počet dní kulivace 
LCS  Low      Solution, slabý roztok      
HCS  High      Solution, silný roztok      
CFS      - Free Solution, roztok bez iontů      
ECM  Extra-Celulární Matrix 
ITS  Inzulín, Transferin, Selenium 
EGTA  Ethylen Glycol Tetra adetic Acid 
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Příloha 
A – Obrázková příloha 
 
 
Obrázek 24: Generátor impulsů 
 
 
Obrázek 25: Laminární box 
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Obrázek 26: Inkubátor 
 
Obrázek 27: Pracoviště pro vyhodnocení 
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B-obsah přiloženého CD 
Přiložené CD obsahuje: program Stimulator, LabView 
    program Zpracovani_obrazu.m, MATLAB 
 
